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(54) Title: METHOD FOR CONDUCTING THE PARALLEL IDENTIFICATION OF DIFFERENT NUCLEIC ACIDS 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUM PARALLELEN NACHWEIS UNTERSCHIEDLICHER NUKLEINSAUREN 

(57) Abstract: The invention relates to a method for conducting the parallel identification of different nucleic acids S. When nucleic 
acids S are present, primers are lengthened each of which having an intermediate segment z. The intermediate segment z is amplified 
by using a second pnmer pair and is specifically identified by hybridizing with a probe So. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum parallelen Nachweis unterschiedlicher Nukleinsauren S Beim 
Vorhandensein der Nukleinsauren S werden Primer verlangert, welche jeweils einen Zwischenabschnitt z aufweisen. Der Zwischen- 
abschnitt z wird jeweils mittels eines zweiten Primerpaars spezifisch amplifiziert und durch Hybridisierung mit je einer Sonde So 
spezifisch nachgewiesen. 
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Verfahren zum parallelen Nachweis unterschiedlicher NUklein- 
sauren 



5 Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum parallelen Nachweis 
unterschiedlicher Nukleinsauren und einen zur Durchfuhrung 
des Verfahrens geeigneten Kit. 

Ein solches Verfahren ist aus der EP 0 332 435 B2 bekannt . 

10 Dabei wird ein im Wesentlichen zu einem diagnostischen Teil 

einer nachzuweisenden Nukleotidsequenz komplementarer diagno- 
stischer Primer in einer Primerverlangerungsreaktion nur ver- 
langert, wenn das terminale Nukleotid des diagnostischen Pri- 
mers komplementar zu dem korrespondierenden Nukleotid in dem 

15 diagnostischen Teil ist. Das Produkt der Verlangerung dient 
in einer mit einem Primerpaar durchgef uhrten Amplif ikations- 
reaktion als Matrize. Das Vorhandensein Oder Fehlen der nach- 
zuweisenden Nukleotidsequenz wird durch das Vorhandensein 
oder das Fehlen eines Amplif ikationsprodukts nachgewiesen. 

20 

Der Nachweis der Amplif ikationsprodukte kann mittels Gelelek- 
trophorese erfolgen. Dazu ist es erf orderlich, dass die Am- 
plif ikationsprodukte spezifisch durch ihre Lange oder eine 
spezifische Markierung identif izierbar sind. Deshalb erlaubt 

2 5 das Verfahren bei mehreren parallel durchzufuhrenden Nach- 

weisreaktionen nur den Nachweis einer sehr begrenzten Zahl 
unterschiedlicher Amplif ikationsprodukte . Ein weiterer Nach- 
teil dieses Verfahrens besteht darin, dass es, insbesondere 
bei einer groSen Anzahl von Nachweisen, verhaltnismafiig auf- 
30 wandig ist. Als wei teres Nachweis verfahren wird die Prazipi- 
tation, beispielsweise radioaktiv, markierter Amplif ikations- 
produkte angegeben. Dabei konnen nur so viele Amplif ikations- 
produkte parallel nachgewiesen werden, wie auf Grund ihrer 
spezifischen Markierung voneinander unterschieden werden kon- 

3 5 nen . 



BESTATIGUNGSKOPIE 
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Aus der WO 00/58516 ist ein Verfahren zum parallelen Nachweis 
von Nukleinsauren bekannt. Dabei wird eine Losung, die poten- 
ziell nachzuweisende Nukleinsauren enthalt, mit einer Mehr- 
zahl von Primern in Kontakt gebracht . Die Primer besitzen je- 
5 weils einen 3 ' -orientierten fur eine nachzuweisende Nuklein- 
saure spezifischen ersten Abschnitt und einen durch Hybridi- 
sierung eindeutig identif izierbaren 5 ' -orientierten zweiten 
Abschnitt. Die Primer werden mit den nachzuweisenden Nuklein- 
sauren unter Bedingungen in Kontakt gebracht, unter denen ei- 

10 ne spezifische Hybridisierung stattfinden kann. Hybridisierte 
Primer werden in einer Verlangerungsreaktion je urn ein spezi- 
fisch markiertes Nukleotid verlangert. Dadurch kann zwischen 
nachzuweisenden Nukleinsauren, die sich im dazu komplementa- 
ren Nukleotid unter scheiden, dif f erenziert werden. Die Pri- 

15 merverlangerungsprodukte werden mit einer Matrix in Kontakt 
gebracht, auf deren Oberflache an definierten Positionen zu 
den zweiten Abschnitten komplementare Oligonukleotide immobi- 
lisiert sind. Nach Hybridisierung werden die verlangerten 
Primer spezifisch durch ihre Lokalisation auf der Matrix und 

20 ihre spezifische Markierung nachgewiesen. Das Verfahren kann 
zum Nachweis von Nukleinsauren verwendet werden, welche sich 
nur in einem Nukleotid unterscheiden . Nachteilig ist, dass 
das Verfahren nicht sehr empfindlich ist. Weiterhin ist es 
von Nachteil, dass spezifisch markierte Nukleotide erforder- 

25 lich sind. 

Aus Brownie, J. et al . , Nucleic Acids Research, Band 25, Nr. 
16 (1997), Seiten 3235 bis 3241 ist ein Verfahren zum Verhin- 
dern der Bildung von Primer-Dimeren in einer PCR bekannt. Da- 

30 bei werden Primer mit einem aus einer zusatzlichen Nukleo- 
tidsequenz bestehenden Anhang an ihren 5 1 -Enden verwendet. 
Diese Primer sind in einer so niedrigen Konzentration in der 
PCR vorhanden, dass sie nur an friihen Zyklen der PCR teilneh- 
men. In weiteren PCR- Zyklen dient ein einzelner die Sequenz 

35 des Anhangs aufweisender Primer der Amplif ikation . Die Se- 
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quenz des Anhangs fiihrt bei aus Primer-Dimeren gebildeten Am- 
plifikationsprodukten dazu, dass komplementare, von der Se- 
quenz des Anhangs abgeleitete Sequenzen eines einzelnen Am- 
plifikationsprodukts miteinander hybridisieren und dabei eine 
Art »Pfannenstiel»-Struktur bilden. Durch die Hybridisierung 
wird das Annealing von weiteren Primern an den Anhang verhin- 
dert und dadurch die Produktion ungewunschter PCR-Produkte 
vermieden. Die PCR-Produkte werden gelelektrophoretisch nach- 
gewiesen. Das ist aufwandig und lasst bei parallel in einer 
PCR durchgefiihrten Reaktionen nur den Nachweis einer sehr be- 
grenzten Zahl von PCR-Produkten zu. 

Aus der US 5,849,544 ist ein Verfahren zum Nachweis einer Nu- 
kleinsaure bekannt . Dabei ist eine Fangersonde an einer Ge- 
fafcwand immobilisiert . Die nachzuweisende Nukleinsaure wird, 
bei spiel sweise durch eine PCR, amplif iziert . Dabei wird auch 
eine nachzuweisende Markierung, beispielsweise ein Biotin- 
Gruppe, in das Amplif ikationsprodukt eingebaut. Die Fanger- 
sonde weist eine Nukleinsauresequenz auf , welche mit zumin- 
dest einem Teil der amplif izierten Zielnukleotidsequenz hy- 
bridisieren kann. Die amplif izierte Zielnukleotidsequenz wird 
mit der Fangersonde unter Bedingungen in Kontakt gebracht, 
die ein Binden der Fangersonde an die amplif izierte Zielnu- 
kleotidsequenz erlauben. Die gebundene amplif izierte Zielnu- 
kleotidsequenz kann mittels der Markierungssubstanz nachge- 
wiesen werden. 

Aus Jenison, R. et al . , Biosensors & Bioelectronics 16 
(2001), Seiten 757 bis 763 ist ein Chip bekannt, der auf ei- 
ner Oberflache Fangersonden enthalt, die spezifisch fur be- 
stimmte Virensequenzen sind. Der Chip ermQglicht den Nachweis 
von spezifischen Produkten einer Multiplex-PCR. Bei der Mul- 
tiplex-PCR wird eine Mischung verschiedener Primer einge- 
setzt, die jeweils fur eine zu amplif izierende Sequenz spezi- 
fisch sind. Der Nachweis von an den Fangersonden gebundenen 
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PCR-Produkten erfolgt optisch durch eine durch die Bindung 
und eine Enzym-katalysierte Reaktion bewirkte Anderung der 
Farbe eines von der Oberflache ref lektierenden Lichts. Nach- 
teilig ist bei diesem Verfahren, dass durch die Verwendung 
spezifischer Primer fur jede der nachzuweisenden Sequenzen 
die Vervielfaltigung dieser Sequenzen mit unterschiedlicher 
Effizienz erfolgen kann. 

Aus der US 5,871,918 ist ein Verfahren zur elektrochemischen 
Detektion von Nukleinsauren mit Hilfe einer immobilisierten 
Fangersonde bekannt. Nach einer Hybridisierung der nachzuwei- 
senden Nukleinsaure mit der Fangersonde wird die hybridisier- 
te DNA mit einem Ubergangsmetallkomplex in Kontakt gebracht, 
der in der Lage ist, eine vorbestimmte Base in der Fangerson- 
de zu oxidieren. Die Redoxreaktion wird elektrochemisch de- 
tektiert und mit einer Redoxreaktion der einzelstrangigen 
Sonde verglichen. Weichen die dabei bestimmten Reaktionsraten 
voneinander ab, zeigt das eine Hybridisierung an. 

Nachteilig bei den aus der US 5,849,544, aus der US 5,871,918 
und aus Jenison et al . bekannten Verfahren ist, dass zum pa- 
rallelen Nachweis verschiedener Nukleinsauren unter einheit- 
lichen Bedingungen jeweils eine Sequenz fur eine Fangersonde 
ermittelt werden muss, die ein spezifisches Binden einer der 
nachzuweisenden Nukleinsauren oder eines PCR-Produkts dieser 
Nukleinsauren unter diesen Bedingungen erlaubt. Je grower die 
Anzahl der nebeneinander nachzuweisenden Nukleinsauren ist, 
desto grdfcer ist der Aufwand zum Ermitteln der Sequenzen fur 
die Fangersonden . 

in der DE 199 34 084 Al wird ein Verfahren zum Markieren und 
Charakterisieren von DNA- Fragment en offenbart. Dabei wird ei- 
ne PCR durchgef iihrt . Bei der PCR werden drei Primer einge- 
setzt, von denen zwei sequenzspezif ische Oligonukleotidprimer 
sind. Einer dieser Oligonukleotidprimer ist mit einer Adap- 
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tersequenz versehen, die homolog zu der Oligonukleotidsequenz 
des dritten Primers ist. Der dritte Primer weist eine Markie- 
rungssubstanz auf und dient dazu # Amplif ikationsprodukte mit 
einer Markierung zu erzeugen. Der Nachteil dieses Verfahrens 
5 besteht darin, dass es bei einer gleichzeitigen Durchf uhrung 
mit mehreren zu charakterisierenden DNA- Fragment en unter ein- 
heitlichen Bedingungen wegen unterschiedlicher Bindungskine- 
tiken der Primer zu unterschiedlich effizienten Amplif ikatio- 
nen der verschiedenen DNA-Fragmente kommen kann. 



Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein Verfahren und 
einen Kit zum Nachweis einer Nukleinsaure bereitzustellen, 
welches/r die Nachteile nach dem Stand der Technik vermeidet. 
Insbesondere soil das Verfahren mit einfachen Mitteln durch- 
15 zufiihren sein und eine hohe Sensitivitat aufweisen. Das Ver- 
fahren soil insbesondere den parallelen Nachweis einer grofien 
Zahl verschiedener Nukleotidsequenzen unter einheitlichen Be- 
dingungen und insbesondere in einem gemeinsamen Reaktionsan- 
satz ermoglichen. 

20 

Diese Aufgabe wird durch die Merkmale der Anspriiche 1 und 31 
gelost. Zweckmafeige Ausgestaltungen ergeben sich aus den 
Merkmalen der Anspruche 2 bis 30 und 32 bis 38. 

2 5 Erf indungsgemaS ist ein Verfahren zum parallelen Nachweis un- 
terschiedlicher Nukleinsauren S mit folgenden Schritten vor- 
gesehen: 

a) Bereitstellen je eines zusammen mit einer der Nuklein- 
30 sauren S zur Durchf uhrung einer PCR geeigneten ersten Primer- 
paars mit einem ersten (Pi) und einem zweiten Primer (P2), 



10 



35 



wobei der erste Primer (Pi) einen 5 1 -endstandigen ersten 
Teilabschnitt (tl) sowie einen 3 1 -endstandigen zweiten Teil- 
abschnitt (t2) und der zweite Primer (P2) einen 5 1 -endstandi- 
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gen dritten Teilabschitt (t3) und einen 3 • -endstandigen vier- 
ten Teilabschnitt (t4) aufweist, 

wobei die Sequenzen des zweiten (t2) und des vierten Teilab- 
schnitts (t4) so ausgewahlt sind, dass der zweite Teilab- 
schnitt (t2) mit einem vorgegebenen ersten Abschni tt der ei- 
nen Nukleinsaure S unter definierten ersten Bedingungen und 
der vierte Teilabschnitt (t4) mit einem vorgegebenen zweiten 
Abschni tt einer zu der einen Nukleinsaure S komplementaren 
Nukleinsaure S' unter definierten zweiten Bedingungen spezi- 
fisch hybridisieren und enzymatisch verlangert werden kann 
und 

wobei jeweils ein den ersten (tl) mit dem zweiten Teilab- 
schnitt (t2) verbindender fur den zweiten Teilabschnitt (t2) 
spezifischer Zwischenabschnitt z oder ein den dritten (t3) 
mit dem vierten Teilabschnitt (t4) verbindender fur den vier- 
ten Teilabschnitt (t4) spezifischer Zwischenabschnitt z ver- 
ges ehen ist, 

wobei die ersten (PI) oder zweiten Primer (P2) der ersten 
Primerpaare sich jeweils im Zwischenabschnitt z und im sich 
daran anschliefiend angeordneten zweiten (t2) oder vierten 
Teilabschnitt (t4) unterscheiden, wobei jeder der zweiten 
<t2) oder vierten Teilabschnitte (t4) spezifisch fur genau 
eine der Nukleinsauren S ist, 

b) Inkontaktbringen der unterschiedlichen Nukleinsauren S 
oder der dazu komplementaren Nukleinsauren S' mit den ersten 
Primerpaaren in einer Losung und Durchftihren einer ersten 
Primerverlangerungsreaktion, bei welcher die ersten Primer 
(PI) unter den ersten Bedingungen oder die zweiten Primer 
(P2) unter den zweiten Bedingungen zumindest einmal minde- 
stens so weit verlangert werden, dass die jeweils andere Pri- 
mer (P2, PI) der ersten Primerpaare unter den fur deren spe- 
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zifisches Hybridisieren erf order lichen ersten oder zweiten 
Bedingungen an jeweils ein dabei gebildetes erstes Primerver- 
langerungsprodukt spezifisch binden konnen, 

c) Durchfuhren einer zweiten Primerverlangerungsreaktion, 
bei welcher die ersten Primerverlangerungsprodukte jeweils 
als Matrize dienen und die jeweiligen zweiten (P2) oder er- 
sten Primer (PI) unter den fur deren spezifisches Hybridisie- 
ren mit den jeweiligen ersten Primerverlangerungsprodukten 
erforderlichen ersten oder zweiten Bedingungen unter Bildung 

je eines zweiten Primerverlangerungsprodukts verlangert wer- 
den, 

d) Bereitstellen je eines zusammen mit den jeweiligen zwei- 
ten Primerverlangerungsprodukten zur Durchfuhrung einer PCR 
geeigneten zweiten Primerpaars mit je einem dritten (P3) und 
einem vierten Primer <P4) , 

wobei die Sequenzen des dritten (P3) und vierten Primers (P4) 
jeweils so gewahlt sind, dass der dritte Primer <P3) jeweils 
mit einer zum ersten Teilabschnitt (tl) komplementaren Se- 
quenz und der vierte Primer (P4) jeweils mit einer zum drit- 
ten Teilabschnitt (t3) komplementaren Sequenz unter definier- 
ten dritten Bedingungen spezifisch hybridisieren und enzyma- 
tisch verlangert werden kann, 

e) Inkontaktbringen der zweiten Primerverlangerungsprodukte 
mit den jeweiligen zweiten Primerpaaren und Durchfuhren einer 
PCR, wobei unter Bildung dritter Primerverlangerungsprodukte 
jeweils der Zwischenabschnitt z oder ein dazu komplementarer 
Zwischenabschnitt z' amplifiziert wird, 

f) Bereitstellen je einer immobilisierten Sonde (So) fur 
jede nachzuweisende Nukleinsaure S, wobei die Sonde (So) je- 
weils mit einem der Zwischenabschnitte z oder einem der dazu 
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komplementaren Zwischenabschnitte z' unter definierten vier- 
ten Bedingungen spezifisch hybridisieren kann, 

g) Inkontaktbringen der Sonden (So) mit den dritten Primer- 
5 verlangerungsprodukten unter den vierten Bedingungen, 

h) Nachweis der an den Sonden (So) bindenden oder gebunde- 
nen dritten Primerverlangerungsprodukte. 

10 Die ersten, zweiten # dritten und vierten Bedingungen umfassen 
z. B. bestimmte Temperaturen oder Konzentrationen, bspw. ei- 
nes Primers. Die ersten und die zweiten Bedingungen sind vor- 
zugsweise identisch. Das Durchfuhren der ersten Primerverlan- 
gerungsreaktion gemaS Schritt lit. b und der zweiten Primer- 

15 verlangerungsreaktion gemafi Schritt lit. c kann gleichzeitig 
erfolgen. Der erste und der dritte Teilabschnitt sind so ge- 
wahlt, dass sie unter den ersten oder zweiten Bedingungen je- 
weils im Wesentlichen nicht mit der Nukleinsaure S oder der 
dazu komplementaren Nukleinsaure S' hybridisieren. Weiterhin 

2 0 sind der erste und der dritte Teilabschnitt vorzugsweise so 
ausgewahlt, dass sie keine das Verfahren storenden Sekundar- 
strukturen, wie z. B. Haarnadelschleif en, ausbilden und eine 
ahnliche Schmelz temper a tur , eine Lange von 16 bis 28 Nukleo- 
tiden, keine Komplementaritat zueinander, insbesondere an den 

25 S'-Enden, ein ausgeglichenes GC-Vehaltnis und am 3 1 -Ende kei- 
ne GC reichen Regionen aufweisen. Auswahlkriterien fur die 
Wahl der Sequenzen sind im Stand der Technik, z. B. aus Mi- 
chael A. Innis, David H. Gel f and und John J. Sninsky, PCR 
Applications: Protocols for Functional Genomics, Academic 

30 Press, San Diego, CA, USA (1999), bekannt. 

Bei einer Ausgestaltung des Verfahrens weisen der erste und 
der dritte Teilabschnitt dieselbe Lange auf oder unterschei- 
den sich urn hochstens 20% in ihrer Lange. Dadurch kann er- 
35 reicht werden, dass die spezifischen Annealingtemperaturen 
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des mit der zum ersten Teilabschnitt komplementaren Sequenz 
hybridisierenden dritten Primers und des mit der zum dritten 
Teilabschnitt komplementaren Sequenz hybridisierenden vierten 
Primers relativ eng beieinander liegen. Je enger die Annea- 
lingtemperaturen beieinander liegen, desto effizienter kann 
die PCR gemaS Schritt lit. e durchgefuhrt werden. 

Bei der Sonde kann es sich jeweils urn eine Nukleinsaure oder 
ein Analogon einer Nukleinsaure, wie PNA, handeln. Unter ei- 
nem Analogon einer Nukleinsaure wird hier jede Struktur ver- 
standen, die spezifisch mit dem Zwischenabschnitt z oder dem 
dazu komplementaren Zwischenabschnitt z' hybridisieren kann. 
Die Sonden konnen, z. B. an einer Membran, immobilisiert 
sein. Die Identif izierung der an die Sonden bindenden oder 
gebundenen dritten Primerverlangerungsprodukte kann dadurch 
erfolgen, dass jeweils die Position, in welcher jeweils eine 
Sonde immobilisiert ist, bekannt ist und der Ort der Hybridi- 
sierung detektiert wird. Die Sonden konnen auch Bestandteil 
eines Chips sein. Unter einem Chip wird dabei eine feste, 
starre Oberflache verstanden, auf der eine der Sonden jeweils 
an einer definierten Position immobilisiert ist. Weitere Son- 
den konnen jeweils an anderen definierten Positionen auf der 
Oberflache immobilisiert sein. Auch hier kann die Identifi- 
zierung des mit der jeweiligen Sonde hybridisierten dritten 
Primerverlangerungsprodukts durch Ermitteln des Orts der Hy- 
bridisierung erfolgen. 

Bei dem Verfahren werden beim Vorhandensein der Nukleinsaure 
S erste oder zweite Primer verlangert, welche den Zwischenab- 
schnitt z aufweisen. Dass der Zwischenabschnitt z fur den 
zweiten oder vierten Teilabschnitt spezifisch ist, bedeutet, 
dass ein bestimmter Zwischenabschnitt z eindeutig einem be- 
stimmten zweiten oder vierten Teilabschnitt zugeordnet werden 
kann. Der Zwischenabschnitt z oder der dazu komplementare 
Zwischenabschnitt z' wird mittels dritter und vierter Primer 
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spezifisch amplifiziert. Durch Hybridisierung des Zwischenab- 
schnitts z oder des dazu komplementaren Zwischenabschnitts z' 
mit einer der Sonden beim Schritt lit. g werden Verlange- 
rungsprodukte der dritten oder vierten Primer spezifisch an 
der einen Sonde gebunden und konnen dort beim oder nach dem 
Binden nachgewiesen werden. 

Dadurch, dass jeder Zwischenabschnitt z genau einem zweiten 
oder vierten Teilabschnitt zugeordnet werden kann und jeder 
zweite oder vierte Teilabschnitt spezifisch fur genau eine 
der Nukleinsauren S ist, ist eine Zuordnung jedes Zwischenab- 
schnitts z bzw. jedes dazu komplementaren Zwischenabschnitts 
z' zu einer der Nukleinsauren S moglich. Durch den spezifi- 
schen Nachweis von den Zwischenabschnitt z oder den Zwischen- 
abschnitt z' enthaltenden Primerverlangerungsprodukten kann 
bestimmt werden, ob in der Losung mit den zweiten oder vier- 
ten Teilabschnitten spezifisch hybridisierende Nukleinsauren 
S vorhanden sind. 

Der besondere Vorteil des erf indungsgemaSen Verfahrens be- 
steht darin, dass durch den Zwischenabschnitt z eine nahezu 
unbegrenzt groSe Zahl an spezifischen Kennzeichnungen fur 
Primer zur Verfiigung gestellt werden kann. Dadurch ist ein 
paralleler spezifischer Nachweis einer groSen Zahl von Nu- 
kleinsauren mdglich. Durch das durch die PCR im Schritt lit. 
e erreichte exponenzielle Amplif izieren des Zwischenab- 
schnitts z oder des dazu komplementaren Zwischenabschnitts z- 
wird eine hohe Sensitivitat erreicht. 

Ein paralleler Nachweis einer Mehrzahl von Nukleinsauren kann 
bisher mittels einer parallelen Amplif ikation dieser Nuklein- 
sauren in einem PCR-Ansatz, einer so genannten Multiplex- PCR, 
erfolgen. Dabei kann es wegen der erf order lichen hohen Ge- 
samtkonzentration an Primern zur Bildung von Primer-Dimeren 
und dadurch zu einer Inhibition der gewUnschten PCR- 
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Reaktionen kommen. Ein paralleler Nachweis einer Mehrzahl von 
Nukleinsauren mittels Multiplex- PCR ist daher bisher auf den 
Nachweis weniger Nukleinsauren mit wenigen Primerpaaren be- 
schrankt. Beim parallelen Nachweis einer Mehrzahl unter- 
schiedlicher Nukleinsauren S mittels des erf indungsgemafien 
Verfahrens ist es deshalb besonders vorteilhaft, dass das je- 
weils erste Primerpaar in so geringer Konzentration bereitge- 
stellt werden kann, dass durch die Konzentration der ersten 
Primerpaare keine Storungen verursacht werden. 

Bei einem parallelen Nachweis einer Mehrzahl von Nukleinsau- 
ren mittels Multiplex-PCR werden die Nukleinsauren bisher iib- 
licherweise ungleichmaSig stark vervielf altigt . Bei einer un- 
gleichmafcigen Vervielf alt igung konnen sich die Mengen der er- 
zeugten Amplif ikationsprodukte so sehr voneinander unter- 
scheiden, dass bei einzelnen Nukleotidseguenzen noch nicht 
die zura Nachweis erf orderliche Mindestmenge erzeugt ist, wah- 
rend andere Nukleotidseguenzen bereits deutlich detektierbar 
sind. Der Grund fur die ungleichmafcige Vervielf alt igung kann 
darin bestehen, dass sich wegen der exponentiellen Vermehrung 
in der PCR schon kleine Unterschiede in der Effizienz der 
verschiedenen Primer stark auf die Menge der gebildeten Pro- 
dukte auswirken. Die Effizienz der Primer wird insbesondere 
durch die Lange der Primer und die Bindungskinetik, mit der 
die Primer an die nachzuweisende Nukleinsaure binden, be- 
stimmt. Diese kleinen Unterschiede in der Effizienz sind aber 
bei einer Multiplex-PCR, bedingt durch die unterschiedlichen 
Sequenzen der nachzuweisenden Nukleinsauren, nahezu zwangs- 
laufig vorhanden. Es werden spezifische Primer unterschiedli- 
cher Sequenz und haufig auch unterschiedlicher Lange einge- 
setzt. Dieser Nachteil kann durch die vorliegende Erfindung 
dadurch iiberwunden werden, dass die erste und zweite Primer- 
verlangerungsreaktion nur einmal oder wenige Male durchge- 
fiihrt werden muss. Weil dabei auf eine exponenzielle Amplif i- 
kation verzichtet werden kann, wirkt sich bei parallel durch- 
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gefiihrten Nachweisreaktionen eine unterschiedliche Effizienz 
zwischen unterschiedlichen ersten Primerpaaren bei der je- 
weils ersten und zweiten Primerverlangerungsreaktion nur ge- 
ringftigig auf die Menge der dritten Primerverlangerungspro- 
5 dukte aus. Das zweite Primerpaar kann unabhangig von der Se- 
quenz der nachzuweisenden Nukleinsaure S gestaltet werden. 
Dadurch konnen zweite Primerpaare mit einheitlicher Effizienz 
bei der PCR bereitgestellt werden. Beispielsweise konnen dazu 
alle ersten Primerpaare einen ersten Primer mit einem ein- 

10 heitlichen ersten Teilabschnitt und einen zweiten Primer mit 
einem einheitlichen dritten Teilabschnitt aufweisen. Damit 
liegen zwei fur alle nachzuweisenden unterschiedlichen Nu- 
kleinsauren S gleiche universelle Primerbindungsstellen vor. 
Dadurch ist es moglich, beim Schritt lit. d fur alle nachzu- 

15 weisenden Nukleinsauren S ein gemeinsames zweites Primerpaar 
bereitzustellen und damit beim Schritt lit. e eine PCR durch- 
zufiihren. 

Beim parallelen Nachweis mehrerer unterschiedlicher Nuklein- 
2 0 sauren S besteht ein weiterer Vorteil des Verfahrens darin, 

dass die Primer so gestaltet werden konnen, dass die Nachwei- 
se unter einheitlichen Bedingungen durchgefiihrt werden kon- 
nen. Weiterhin ist es vorteilhaft, dass einmal ermittelte Be- 
dingungen fur das Hybridisieren des Zwischenabschnitts z Oder 
25 des dazu komplementaren Zwischenabschnitts z' mit der Sonde 
fiir verschiedene Nachweisreaktionen verwendet werden konnen. 
Dazu kann der Zwischenabschnitt z in unterschiedlichen ersten 
Oder zweiten Primern mit unterschiedlichen zweiten oder vier- 
ten Teilabschnitten kombiniert sein. Dadurch kann z. B. ein 
30 verschiedene immobilisierte Sonden aufweisender Chip bereit- 
gestellt werden, Der Chip kann mit den Sequenzen der Sonden 
und der Zwischenabschnitte z fur das erf inderische Verfahren 
optimiert und zum Nachweis unterschiedlicher Nukleinsauren S 
genutzt werden. 

35 
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Vorzugsweise werden die erste und zweite Primerverlangerungs- 
reaktion als PCR durchgef iihrt . Dadurch konnen diese Primer- 
verlangerungsreaktionen mit Enzymen und Nukleotiden durchge- 
fuhrt werden, die fur die Durchfuhrung der PCR im Schritt 
5 lit, e erforderlich sind. Das Verfahren wird dadurch verein- 
facht, denn es mussen nur einmal Enzyme und Nukleotide zuge- 
setzt werden, 

Es hat sich weiterhin als vorteilhaft erwiesen, wenn die er- 
10 ste und/oder zweite Primerverlangerungsreaktion und/oder PCR 
unter so genannten Heifistartbedingungen durchgef iihrt wird. 
Dabei wird die Temperatur des Reaktionsansatzes erhoht und 
sichergestellt, dass eine eingesetzte DNA- Polymerase erst 
dann die ersten, zweiten, dritten und/oder vierten Primer 
15 verlangert, wenn die Temperatur im Reaktionsansatz mindestens 
die fur ein spezifisches Annealing dieser Primer erforderli- 
che Temperatur erreicht hat. Das kann z. B. dadurch sicherge- 
stellt werden, dass fur die erste und/oder zweite Primerver- 
langerungsreaktion und/oder PCR die DNA- Polymerase dem jewei- 
20 ligen Reaktionsansatz erst nach erreichen dieser Temperatur 

zugesetzt wird oder indem eine Polymerase verwendet wird, die 
erst durch Erhitzen aktiviert wird. Dadurch wird vermieden, 
das unspezifisch bindende erste, zweite, dritte oder vierte 
Primer verlangert werden. 

25 

Bei einer vorteilhaf ten Ausgestaltung des Verfahrens wird die 
erste Primerverlangerungsreaktion unter den ersten Bedingun- 
gen und/oder zweite Primerverlangerungsreaktion unter den 
zweiten Bedingungen hochstens 10 mal, vorzugsweise hochstens 

30 5 mal, insbesondere hochstens 2 mal, durchgef uhr t . Das bedeu- 
tet nicht, dass die erste und/oder zweite Primerverlange- 
rungsreaktion insgesamt nicht ofter als 10, 5 bzw. 2 mal 
stattfindet, sondern dass sie nur hochstens 10, 5 bzw. 2 mal 
unter den fur eine spezifische und effiziente erste und/oder 

35 zweite Primerverlangerungsreaktion gunstigen ersten und/oder 
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zweiten Bedingungen durchgefiihrt wird. Selbst wenn die erste 
und/oder zweite Primerverlangerungsreaktion auch noch spater 
unter den dritten Bedingungen stattf indet, konnen die dritten 
Bedingungen durch eine entsprechende Gestaltung der Sequenzen 
5 der ersten (tl) und dritten Teilabschnitte (t3) so gewahlt 
werden, dass sie fur die erste und/oder zweite Primerverlan- 
gerungsreaktion ungiinstig sind, so dass insgesamt eine nied- 
rige Anzahl erster und/oder zweiter Primerverlangerungsreak- 
tionen stattf indet. Eine niedrige Anzahl erster und/oder 

10 zweiter Primerverlangerungsreaktionen bewirkt, dass es sich 
bei einer Mehrzahl von parallel in einem Reaktionsansatz 
durchgefiihrt en Nachweisreaktionen kaum auf die Menge der ge- 
bildeten dritten Primerverlangerungsprodukte auswirkt, wenn 
die ersten und/oder zweiten Primerverlangerungsreaktionen mit 

15 unterschiedlicher Effizienz ablaufen. 

Als besonders vorteilhaft hat es sich erwiesen, wenn die Se- 
quenzen des ersten und dritten Teilabschnitts so gewahlt 
sind, dass die dritten Bedingungen so stringent sein konnen, 

20 dass der zweite Teilabschnitt mit dem ersten Abschnitt der 
einen Nukleinsaure S und der vierte Teilabschnitt mit dem 
zweiten Abschnitt der zu der einen Nukleinsaure S komplemen- 
taren Nukleinsaure S' unter den dritten Bedingungen im We- 
sentlichen nicht hybridisiert . Das ermoglicht es, die Reakti- 

25 on in einem Ansatz durchzuf iihren, der von vorne herein die 
ersten, zweiten, dritten und vierten Primer enthalt. Durch 
blofces Erhohen der Stringenz, z. B. durch Temperaturerhohung, 
lasst sich dann die erste und zweite Primerverlangerungsreak- 
tion beenden und es findet nur noch eine Verlangerung der 

30 dritten und vierten Primer bei der PCR statt, obwohl die er- 
sten und zweiten Primer weiterhin im Ansatz enthalten sind. 

Bei einer Ausgestaltung des Verfahrens sind die Sequenzen und 
Konzentrationen des ersten, zweiten, dritten und vierten Pri- 
35 mers so gewahlt, dass die spezifische Anneal ingtemper a tur des 
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mit der zum ersten Teilabschnitt komplementaren Sequenz hy- 
bridisierenden dritten Primers und des mit der zum dritten 
Teilabschnitt komplementaren Sequenz hybridisierenden vierten 
Primers jeweils zumindest urn 5 °C hoher ist als die jeweils 
5 hohere Anneal ingtemperatur des mit dem ersten Abschnitt der 
einen Nukleinsaure S hybridisierenden zweiten Teilabschnitts 
und des mit dem zweiten Abschnitt der komplementaren Nuklein- 
saure S' hybridisierenden vierten Teilabschnitts, Dadurch, 
dass die Anneal ingtemperaturen zumindest urn 5 °C auseinander 
10 liegen, kann durch eine Erhohung der Stringenz, z. B. durch 
eine Erhohung der Tempera tur, sicher vermieden werden, dass 
die erste oder zweite Primerverlangerungsreaktion beim Durch- 
fuhren der PCR gemafi lit. e stattfindet. 

15 Der Schritt lit. e kann in der Losung durchgefiihrt werden. Es 
ist nicht erforderlich die ersten Primerverlangerungsprodukte 
aus der Losung zu entfernen und in eine weitere Losung zu 
uberfuhren. Vorzugsweise werden zumindest die Schritte lit. a 
bis lit. e, insbesondere die Schritte lit. a bis lit. h in 

2 0 einem verschlossenen GefaS durchgefiihrt, welches zwischen den 

Schritten nicht geoffnet wird. Dadurch konnen das Ergebnis 
verfalschende Kontaminationen vermieden werden. Weiterhin 
vereinfacht die Nutzung eines geschlossenen GefaSes die Hand- 
habung und Automation des Verf ahrens . 

25 

Bei einer vorteilhaf ten Ausgestaltung des Verfahrens wird die 
Konzentration des den Zwischenabschnitt z enthaltenden ersten 
oder zweiten Primers in der Losung so niedrig gewahlt, dass 
durch diesen Primer ein Hybridisieren der Sonde mit dem je- 

3 0 weiligen Zwischenabschnitt z oder des dazu komplementaren 

Zwischenabschnitts z' der dritten Primerverlangerungsprodukte 
beim Schritt lit. g nicht wesentlich inhibiert wird. Nicht 
wesentlich inhibiert bedeutet, dass das Hybridisieren beim 
Schritt lit. g in einem fur den Nachweis beim Schritt lit. h 
35 ausreichenden Ausmafi stattfindet. Durch die genannten Merkma- 
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le kann weit gehend verhindert werden, dass ein solcher Pri- 
mer beim Schritt lit. g mit den Verlangerungsprodukten der 
dritten oder vierten Primer um die Bindung an der Sonde kon- 
kurriert. Es kann auch weit gehend verhindert werden, dass 
die Hybridisierurig der Sonde mit dem zum Zwischenabschnitt z 
komplementaren Zwischenabschnitt z' durch ein Hybridisieren 
des Zwischenabschnitts z» mit diesem Primer inhibiert wird. 
Dadurch wird das Verfahren wesentlich vereinfacht. Ein Ent- 
fernen eines Uberschusses von den Zwischenabschnitt z enthal- 
tenden ersten oder zweiten Primern ist nicht erf orderlich. 
Durch die niedrige Konzentration kann im Wesentlichen auch 
verhindert werden, dass durch eine Hybridisierung einer der 
genannten Primer mit der Sonde ein eigentlich dem Nachweis 
dienendes Signal ausgelost wird. Durch eine niedrige Konzen- 
tration des ersten Primerpaars kann auSerdem die Bildung von 
Dimeren aus ersten und zweiten Primern verhindert werden. Sie 
ermoglicht beim parallelen Nachweis mehrerer Nukleinsauren S 
in einem Ansatz den Einsatz einer Vielzahl unterschiedlicher 
erster Primerpaare, ohne in der Gesamtkonzentration dieser 
Primerpaare den fur Primerverlangerungsreaktionen giinstigen 
Konzentrationsbereich fur Primer zu iiberschreiten. 

Vorzugsweise wird die Konzentration des jeweils ersten Pri- 
merpaars in der Losung auf 0,001 bis 0,1 /xmol/l eingestellt. 
Vorteilhaft ist es, wenn das Verhaltnis der Konzentrationen 
von jeweils erstem Primerpaar zu jeweils zweitem Primerpaar 
kleiner als 1:10, vorzugsweise kleiner als 1:100, besonders 
vorzugsweise kleiner als 1:1000, ist. Je kleiner das Verhalt- 
nis ist, desto weniger konkurriert der Zwischenabschnitt z 
des ersten oder zweiten Primers mit den Verlangerungsproduk- 
ten der dritten oder vierten Primer um die Bindung an der 
Sonde oder mit der Sonde um die Bindung an dem zum Zwischen- 
abschnitt z komplementaren Zwischenabschnitt z 1 . 
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Die zweiten Primerpaare konnen der Losung vor der ersten Pri- 
merverlangerungsreaktion zugesetzt werden. Das Verfahren wird 
dadurch vereinfacht. Zwischen der ersten und der zweiten Pri- 
merverlangerungsreaktion sind dadurch keine Pipettierschritte 
5 erforderlich. Das Durchfuhren der ersten oder zweiten Primer- 
verlangerungsreaktion kann ausschliefclich iiber Temperatur ge- 
steuert werden, 

Vorzugsweise wird beim Schritt lit. e der dritte oder der 

10 vierte Primer haufiger verlangert als der jeweils andere Pri- 
mer des zweiten Primerpaars . Das kann z. B. erreicht werden, 
indem in dem beim Schritt lit. d bereitgestellten zweiten 
Primerpaar der dritte oder vierte Primer gegenuber dem je- 
weils anderen darin enthaltenen Primer in einem, vorzugsweise 

15 2- bis 5-fachen, Uberschuss vorliegt. Unter diesen asymmetri- 
schen Bedingungen kann gezielt das an die Sonde bindende Ver- 
langerungsprodukt gegenuber dem anderen Verlangerungsprodukt 
des dritten oder vierten Primers im Uberschuss gebildet wer- 
den. Dadurch kann eine mit der Hybridisierung mit der Sonde 

2 0 konkurrierende Hybridisierung der Verlangerungsprodukte der 
dritten und vierten Primer untereinander deutlich vermindert 
werden, so dass ein grofierer Anteil der dritten Primerverlan- 
gerungsprodukte an die Sonde bindet. Das kann die Sensitivi- 
tat des Nachweises verbessern bzw. ein starkeres Signal beim 

25 Nachweis ermoglichen. Weiterhin ist das Verfahren dadurch ef- 
fizienter und wirtschaf tlicher, weil jeweils nur eines der 
beiden gebildet en dritten Primerverlangerungsprodukte zum 
Nachweis benotigt wird. Ein weiteren Vorteil besteht darin, 
dass die gebildeten PCR-Produkte nicht vor Durchfuhrung des 

30 Schritts lit. g denaturiert werden mtissen, um ein Hybridisie- 
ren mit den Sonden zu ermoglichen, weil nur ein Teil der an 
die Sonde bindenden Zwischenabschnitte z oder dazu komplemen- 
taren Zwischenabschnitte z 1 hybridisiert mit ihrem in der PCR 
gemaS lit. e gebildeten Gegenstrang vorliegt. Wenn auf das 

35 Denaturieren verzichtet wird, werden auch haufig zufallig 
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vorliegende in sich riickgefaltete Sequenzen nicht denatu- 
riert. Dadurch konnen diese Sequenzen nicht mit den Zwischen- 
abschnitten z oder den dazu komplementaren Zwischenabschnit- 
ten z' um eine spezifische Hybridisierung an den Sonden kom- 
5 petitieren. Dadurch wird die Sensitivitat und Spezifitat des 
Nachweises erhoht. Wenn das ublicherweise durch Erhitzen er- 
folgende Denaturieren nicht erfolgt, werden auch, beispiels- 
weise zu einem elektrochemischen Detektieren verwendete, 
Elektroden weniger stark beansprucht und weisen dadurch eine 
10 groBere Haltbarkeit auf. 

Der Losung kann eine Mehrzahl erster Primerpaare zugesetzt 
werden # deren erste Primer einen jeweils identischen oder na- 
hezu identischen ersten Teilabschnitt und/oder deren zweite 

15 Primer einen jeweils identischen oder nahezu identischen 

dritten Teilabschnitt aufweisen und deren zweiter oder vier- 
ter Teilabschnitt jeweils spezifisch fur genau eine der Nu- 
kleinsauren S ist. Teilabschnitte sind nahezu identisch, wenn 
die gleichen Primer damit hybridisieren konnen. Dadurch ist 

20 es moglich, jeweils alle dritten und jeweils alle vierten 

Primer einheitlich zu gestalten, so dass nur ein zweites Pri- 
merpaar erforderlich ist. Dadurch wird das Verfahren erheb- 
lich vereinfacht. 

25 Die Sequenzen der ersten, zweiten, dritten und vierten Primer 
konnen so gewahlt sein, dass sie bei dem Verfahren keine Pri- 
mer-Dimere bilden und/oder nicht mit sich selbst oder unter- 
einander hybridisieren. Die Ausbildung von Primer-Dimeren 
fuhrt bei der PCR zu einer verminderten Produktion des ge- 

30 wiinschten Produkts, z. B. der dritten Primerverlangerungspro- 
dukte. Moglichkeiten die Bildung von Primer-Dimeren zu unter- 
drucken sind aus Brownie, J. et al . , Nucleic Acids Research, 
Band 25, Nr. 16 (1997), Seiten 3235 bis 3241 bekannt. Weiter- 
hin sollen weder erste mit zweiten oder dritte mit vierten 

35 Primern noch erste mit ersten, zweite mit zweiten, dritte mit 
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dritten oder vierte mit vierten Primern oder sonstige Primer 
unter den Bedingungen des Verfahrens miteinander hybridisie- 
ren konnen. Das erhoht die Effizienz des Verfahrens. Weiter- 
hin ist es zur Ef f izienzsteigerung vorteilhaf t, wenn die Se- 
5 quenzen der Zwischenabschnitte z so gewahlt sind, dass sie 
weder selbst noch die dazu komplementaren Zwischenabschnitte 
z' bei dem Verfahren mit sich selbst oder mit den ersten, 
zweiten, dritten oder vierten Teilabschnitten oder deren kom- 
plementaren Sequenzen hybridisieren. 

10 

Vorzugsweise sind die Sequenzen der Zwischenabschnitte z so 
gewahlt, dass Hybride der Zwischenabschnitte z mit dazu je- 
weils vollkommen komplementaren Nukleinsaurestrangen eine im 
Wesent lichen identische, insbesondere in einem Temperaturbe- 

15 reich von 5° C liegende, Schmelz tempera tur aufweisen wurden, 
Dadurch wird der Schritt lit. g vereinfacht, weil die vierten 
Bedingungen fur samtliche dritten Primerverlangerungsprodukte 
im Wesentlichen identisch sind. Dadurch konnen beim Schritt 
lit. g alle dritten Primerverlangerungsprodukte gleichzeitig 

20 an die fur sie jeweils spezifischen Sonden binden. 



Das Verfahren ist auch geeignet, die eine Nukleinsaure S in 
Gegenwart einer sich von der einen Nukleinsaure S nur in ei- 
ner in der einen Nukleinsaure S enthaltenen ersten Base un- 

25 terscheidenden weiteren Nukleinsaure spezifisch nachzuweisen. 
Die Nukleinsaure S und die weitere Nukleinsaure konnen bei- 
spielsweise polymorphe Nukleinsauren sein. Dabei ist es vor- 
teilhaf t, wenn die Sequenzen der ersten oder zweiten Primer 
so gewahlt sind, dass sich die jeweilige Base des zweiten 

30 oder vierten Teilabschnitts, die zu der ersten Base oder ei- 
ner dazu komplementaren zweiten Base einer komplementaren Nu- 
kleinsaure S' komplementar ist, am 3 1 -Ende oder in der Nahe 
des 3'-Endes des jeweils ersten oder zweiten Primers befin- 
det. In der Nahe bedeutet dabei insbesondere, dass sich zwi- 

35 schen der jeweiligen Base und dem Ende hochstens 3 Nukleotide 
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befinden. Die ersten Oder zweiten Bedingungen der ersten oder 
zweiten Primerverlangerungsreaktion konnen dabei so gewahlt 
werden, dass ein Primer, der eine Base aufweist, die nicht 
komplementar ist, bei der ersten oder zweiten Primerverlange- 
5 rungsreaktion nicht verlangert wird. 

Die Spezifitat des Verfahrens kann weiter erhoht werden, in- 
dem die zweiten oder vierten Teilabschnitte eine Base enthal- 
ten, welche nicht zu einer ihr in der Position entsprechenden 

10 dritte Base im ersten Abschnitt der einen Nukleinsaure S oder 
im zweiten Abschnitt der zu der einen Nukleinsaure S komple- 
mentaren Nukleinsaure S» komplementar ist. Eine Base im zwei- 
ten oder vierten Teilabschnitt entspricht in der Position der 
dritten Base, wenn die dritte Base ihr beim Hybridisieren des 

15 zweiten oder vierten Teilabschnitts mit dem ersten oder zwei- 
ten Abschnitt gegenuberliegend positioniert ware. Durch die 
nicht komplementare Base in den zweiten oder vierten Teilab- 
schnitten wird erreicht, dass beim Nachweis polymorpher Nu- 
kleinsauren im Falle einer Hybridisierung mit einer nicht 

20 spezifischen weiteren Nukleinsaure zwei Fehlpaarungen vorlie- 
gen, wahrend bei der Hybridisierung mit der spezifischen Nu- 
kleinsaure S nur eine Fehlpaarung vorliegt. Unter einer Fehl- 
paarung wird eine Paarung nicht komplementarer Basen verstan- 
den. Haufig wird ein hybridisierter Primer, der nur einfach 

25 fehlgepaart ist, dennoch verlangert, wahrend ein zweifach 

fehlgepaarter Primer nicht verlangert wird, insbesondere weil 
ein zwei Fehlpaarungen aufweisendes Hybrid relativ instabil 
ist . 

30 Die jeweiligen Sequenzen der ersten, zweiten, dritten und 

vierten Primer und der Sonde konnen so gewahlt sein, dass je- 
weils die ersten, jeweils die zweiten, jeweils die dritten 
und/oder jeweils die vierten Bedingungen fur den Nachweis der 
unter schiedlichen Nukleinsauren S identisch sind. Wenn je- 

35 weils alle ersten, jeweils alle zweiten, jeweils alle dritten 
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und jeweils alle vierten Bedingungen identisch sind wird ein 
paralleler Nachweis der unterschiedlichen Nukleinsauren S in 
einem Reaktionsansatz ermoglicht. Die Sequenzen sollten so 
gewahlt werden, dass unter den genannten Bedingungen spezifi- 
5 sche Hybridisierungen ohne Kreuzhybridisierungen erfolgen. 

Besonders effizient kann das Verfahren gestaltet werden, wenn 
die Sonden jeweils an einer Elektrode oder in deren unmittel- 
barer Nahe immobilisiert sind. Der Nachweis gemaS Schritt 

10 lit. h kann dann durch Erfassen einer durch das Hybridisieren 
bedingten Anderung einer elektrischen Eigenschaft an der 
Elektrode erfolgen. In unmittelbarer Nahe bedeutet dabei, 
dass die jeweilige Sonde so nah an der Elektrode immobili- 
siert ist, dass Hybridisierungen mit der Sonde an der Elek- 

15 trode noch elektrisch erf ass t und der Sonde zugeordnet werden 
konnen . 

Die Elektroden konnen auch unabhangig von einem auf einer An- 
derung einer elektrischen Eigenschaft beruhenden Nachweis da- 

20 zu dienen, die dritten Primerverlangerungsprodukte durch 

elektrostatische Anziehung an der Sonde anzureichern. In un- 
mittelbarer Nahe bedeutet dann, dass die Sonde so im Verhalt- 
nis zu der Elektrode angeordnet ist, dass ein solches Anrei- 
chern moglich ist. Weiterhin kann die Elektrode auch dazu 

25 dienen, durch elektrostatische Abstofiung unspezifisch gebun- 
dene dritte Primerverlangerungsprodukte von der Sonde zu ent- 
fernen. Der Nachweis beim Schritt lit. h kann auch durch Er- 
fassen einer durch das Hybridisieren bedingten Anderung einer 
fluoreszenzoptischen Eigenschaft erfolgen. 

30 

Bei der Anderung der elektrischen Eigenschaft kann es sich urn 
eine Anderung einer Redox-Eigenschaf t , insbesondere bei der 
Oxidation von Guanin- oder Adenin-Resten der dritten Primer- 
verlangerungsprodukte, einer Impedanz oder einer LeitfShig- 
35 keit handeln, welche uber die jeweilige Elektrode gemessen 
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wird. Die Redox-Eigenschaf t kann ein Redox- Potenzial sein, 
dessen Anderung durch elektrochemische Umsetzung des an der 
Sonde gebundenen dritten Primerverlangerungsprodukts , z. B. 
durch Differenzielle Puls-Vol tammetrie oder Chronopotentiome- 
5 trische Stripping-Analyse, erfasst wird. Beispielsweise kann 
die Bindung des dritten Primerverlangerungsprodukts an der 
Sonde durch Oxidation von dessen Guanin- und/oder Adenin- 
Resten elektrochemisch nachgewiesen werden. Als Elektrode 
kann eine Kohlenstoff enthaltende Elektrode oder eine Metal- 
10 lelektrode, insbesondere eine Goldelektrode, verwendet wer- 
den. 

Der dritte und/oder vierte Primer kann einen an der Elektrode 
fluoreszenzoptisch oder mittels der Elektrode elektrisch oder 

15 elektrochemisch nachweisbaren, vorzugsweise redoxaktiven. 

Marker aufweisen. Der Marker kann direkt oder indirekt nach- 
weisbar sein. Indirekt ist z. B. ein Marker nachweisbar, wel- 
cher ein spezifisches Aff initatsmolekul ist bzw. aufweist. 
Ein spezifisches Aff initatsmolekul ist ein Molekul, an das 

20 mit hoher Spezifitat und Affinitat ein Gegenmolekul bindet . 
Das Aff initatsmolekul kann z. B. Biotin oder ein Hapten und 
das entsprechende Gegenmolekul Streptavidin oder ein Antikor- 
per sein. Das Gegenmolekul kann z. B. mit einem Fluoreszenz- 
farbstoff , einem redoxaktiven Molekul oder einem Enzym konju- 

25 giert sein. Bei dem Enzym kann es sich urn ein Enzym handeln, 
welches ein Substrat so umsetzen kann, dass das Reaktionspro- 
dukt elektrochemisch oder optisch spezifisch nachgewiesen 
werden kann. Das Enzym kann z. B. eine Phosphatase sein, wel- 
che durch die enzymatische Umsetzung von Naphthylphosphat 

30 elektrochemisch nachgewiesen werden kann. Ist der Marker di- 
rekt nachzuweisen, kann er einen Osmium-Komplex, ein Nano- 
gold-Partikel, eine Cystein-, Ferrocenyl-, Daunomyzin-, Ben- 
zochinon-, Naphthochinon- , Anthrachinon- oder p-Aminophenol- 
Gruppe, einen Farbstoff, insbesondere Indophenol, Thiazin 

35 oder Phenazin, oder einen Floureszenf arbstof f , insbesondere 
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6-FAM, HEX, TET, Cy3 , Cy5 , IRDye™700, IRDye™800, Biodipy, 
Flour escein, Joe, Rox, TAMRA oder Texas Red, aufweisen. Mit 
den genannten Fluoreszenzf arbstof f en markierte Oligonukleoti- 
de konnen von der Firma Thermo Hybaid, Sedanstrasse 18, D- 
5 89077 Ulm, Deutschland bezogen werden, 

Vorzugsweise wird eine Vielzahl unterschiedlicher zu den Zwi- 
schenabschnitten z oder den dazu komplementaren Zwischenab- 
schnitten z' komplementarer Sonden verwendet, von denen jede 

10 an oder in unmittelbarer Nahe einer separaten Elektrode ge- 
bunden ist, so dass von einem Signal an einer spezifischen 
Elektrode auf das Vorhandensein einer spezifischen Nuklein- 
saure S geschlossen werden kann. Eine Vielzahl einzeln kon- 
taktierter oder kontaktierbarer auf einer Oberflache, insbe- 

15 sondere einem Elektrodenchip, angeordneter Elektroden kann 
verwendet werden. Unter einem Elektrodenchip wird hier eine 
nicht notwendigerweise aus Halbleitermaterial bestehende 
kleine Platte mit elektronischen Mikrostrukturen verstanden. 
Je kleiner die Oberflache ist, desto geringer ist das fur den 

20 Nachweis erf orderliche Volumen der Losung. 

Eine RNA kann indirekt dadurch nachgewiesen werden, dass sie 
in eine DNA umgeschrieben und die DNA dann als Nukleinsaure S 
nachgewiesen wird. Das Umschreiben kann mitt els des Enzyms 
25 "Reverse Transkriptase" erfolgen. 

Weiterhin betrifft die Erfindung einen Kit zur Durchfiihrung 
eines Verfahrens nach einem der vorhergehenden Anspriiche zum 
parallelen Nachweis einer Mehrzahl unterschiedlicher Nuklein- 
30 sauren S enthaltend: 

a) fur jede nachzuweisende Nukleinsaure S je ein zusammen 
mit der Nukleinsaure S zur Durchfiihrung einer PCR geeignetes 
erstes Primerpaar mit einem ersten und einem zweiten Primer, 

35 



WO 2004/044240 




T/EP2003/012694 



24 

wobei der erste Primer einen 5 ' -endstandigen ersten Teilab- 
schnitt sowie einen 3 1 -endstandigen zweiten Teilabschnitt und 
der zweite Primer einen 5 1 -endstandigen dritten Teilabschitt 
und einen 3 1 -endstandigen vierten Teilabschnitt aufweist, 

5 

wobei die Sequenzen des zweiten und des vierten Teilab- 
schnitts so ausgewahlt sind, dass der zweite Teilabschnitt 
mit einem vorgegebenen ersten Abschnitt der jeweils nachzu- 
weisenden Nukleinsaure S unter definierten ersten Bedingungen 
10 und der vierte Teilabschnitt mit einem vorgegebenen zweiten 

Abschnitt einer zu der jeweils nachzuweisenden Nukleinsaure S 
komplementaren Nukleinsaure S' unter definierten zweiten Be- 
dingungen spezifisch hybridisieren kann und 

15 wobei ein den ersten mit dem zweiten Teilabschnitt verbinden- 
der fur den zweiten Teilabschnitt spezifischer Zwischenab- 
schnitt z oder ein den dritten mit dem vierten Teilabschnitt 
verbindender fur den vierten Teilabschnitt spezifischer Zwi- 
schenabschnitt z vorgesehen ist und 

20 

b) fur jede nachzuweisende Nukleinsaure S je ein zweites 
Primerpaar mit einem dritten und einem vierten Primer, wel- 
ches zusammen mit einem bei Anwesenheit der jeweils nachzu- 
weisenden Nukleinsaure S mittels des ersten und zweiten Pri- 
2 5 mers erzeugbaren Primerverlangerungsprodukt zur Durchfuhrung 
einer PCR geeignet ist und 

wobei die Sequenzen des dritten und vierten Primers so ge- 
wahlt sind, dass der dritte Primer mit einer zum ersten Teil- 
30 abschnitt des ersten Primers komplementaren Sequenz und der 

vierte Primer mit einer zum dritten Teilabschnitt des zweiten 
Primers komplementaren Sequenz unter definierten dritten Be- 
dingungen spezifisch hybridisieren kann. 
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In dem Kit kann fur jede nachzuweisende Nukleinsaure S je ei- 
ne Sonde enthalten sein, welche jeweils mit dem Zwischenab- 
schnitt z oder dem dazu komplementaren Zwischenabschnitt z' 
unter definierten vierten Bedingungen spezifisch hybridisie- 
5 ren kann. Die Sonden konnen, insbesondere in einer spezifi- 
schen Anordnung, beispielsweise auf einem Chip, immobilisiert 
sein. 

Vorzugsweise sind die ersten Teilabschnitte der in dem Kit 
10 enthaltenen ersten Primer und/oder die dritten Teilabschnitte 
der in dem Kit enthaltenen zweiten Primer gleich. Das ermog- 
licht es, fur alle nachzuweisenden Nukleinsauren S einheitli- 
che dritte und/oder vierte Primer zu verwenden. 

Die Sequenzen der Zwischenabschnitte z sind vorzugsweise so 
gewahlt, dass die vierten Bedingungen fur alle Zwischenab- 
schnitte z oder die dazu komplementaren Zwischenabschnitte z' 
identisch sind. Das ermoglicht es, dass alle Zwischenab- 
schnitte z oder dazu komplementare Zwischenabschnitte z' der 
dritten Primerverlangerungsprodukte gleichzeitig an die je- 
weilige Sonde binden konnen. Die Auswahl der Sequenzen ermog- 
licht eine vereinfachte und beschleunigte Durchfuhrung des 
Verf ahrens . 

Der Kit kann weiterhin eine Anordnung von Elektroden enthal- 
ten, wobei an oder in unmittelbarer Nahe jeder Elektrode der 
Anordnung jeweils eine Sonde immobilisiert ist. Dabei sind 
die Sonden so immobilisiert, dass eine eindeutige Zuordnung 
jeder Elektrode zu einer Sonde moglich ist. Die Anordnung von 
Elektroden kann aus Elektroden bestehen, welche auf einer 
Oberflache angeordnet sind. Die Anordnung von Elektroden kann 
ein Elektrodenchip sein. 

Statt des ersten Primerpaars konnen in dem Kit Angaben der 
35 Sequenzen des ersten Teilabschnitts, des dritten Teilab- 
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schnitts und des Zwischenabschnitts z oder der dazu jeweils 
komplementaren Sequenzen enthalten sein. Mittels dieser Anga- 
ben kann der Anwender des Kits das erste Primerpaar fur be- 
liebige nachzuweisende Nukleinsauren S selbst herstellen oder 
herstellen lassen. 

Nachfolgend werden Ausf uhrungsbeispiele der Erfindung anhand 
der Zeichnung naher erlautert. Hierbei zeigen: 

Fig. 1 eine schematische Darstellung eines ersten (PI) und 
eines zweiten Primers (P2), 

Fig. 2 eine schematische Darstellung einer ersten und 
zwei ten Pr imerver langerungsr eakt i on , 

Fig. 3 eine schematische Darstellung einer PCR und 

Fig. 4 eine schematische Darstellung eines mit einer immo- 
bilisierten Sonde hybridisierten Primerverlange- 
rungsprodukts . 

Der in Fig. 1 dargestellte erste Primer PI besteht aus einem 
5 ' -endstandigen ersten Teilabschnitt tl und einem 3'-endstan- 
digen zweiten Teilabschnitt t2 . Der zweite Primer P2 besteht 
aus einem 5 1 -endstandigen dritten Teilabschnitt t3 und einem 
3 1 -endstandigen vierten Teilabschnitt t4 . Zwischen dem drit- 
ten t3 und dem vierten Teilabschnitt t4 befindet sich der 
Zwischenabschnitt z. Der zweite Teilabschnitt t2 ist zu einem 
vorgegebenen ersten Abschnitt in einer nachzuweisenden Nu- 
kleinsaure S komplementar. Der vierte Teilabschnitt t4 ist zu 
einem vorgegebenen zweiten Abschnitt der zur nachzuweisenden 
Nukleinsaure S komplementaren Nukleinsaure S' komplementar. 
Der erste tl und der dritte Teilabschnitt t3 sind bevorzugt 
weder zu einem Abschnitt der Nukleinsaure S noch zu der dazu 
komplementaren Nukleinsaure S 1 komplementar. 
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In den oberen beiden Abbildungen der Fig. 2 sind erste Pri- 
merverlangerungsreaktionen dargestellt. Zunachst wird dazu 
die mit der Nukleinsaure S' doppelstrangig vorliegende Nu- 
kleinsaure S, z. B. durch eine Temper a turerhdhung, denatu- 
5 riert, d.h. einzelstrangig gemacht. Dann hybridisiert der 

zweite Teilabschnitt t2 mit dem ersten Abschnitt der nachzu- 
weisenden Nukleinsaure S und der vierte Teilabschnitt t4 mit 
dem zweiten Abschnitt der zur Nukleinsaure S komplementaren 
Nukleinsaure S ' . Bei der ersten Primerverlangerungsreaktion 

10 werden der erste PI und der zweite Primer P2 jeweils zumin- 
dest so weit verlangert, dass der jeweils andere Primer P2 
Oder PI an einem dabei gebildeten ersten Primerverlangerungs- 
produkt binden kann. Bei einer anschlieSend durchgefiihrten in 
den unteren beiden Abbildungen der Fig. 2 dargestellten zwei- 

15 ten Primerverlangerungsreaktion dient das jeweils erste Pri- 
merverlangerungsprodukt als Matrize. Es werden zweite Primer- 
verlangerungsprodukte gebildet, welche jeweils eine zum er- 
sten PI und zweiten Primer P2 komplementare Sequenz aufwei- 
sen. Das Verfahren kann auch mit einer nachzuweisenden Nu- 

20 kleinsaure S durchgefuhrt werden, welche anfanglich ohne die 
dazu komplementare Nukleinsaure S' vorliegt. Der zweite Pri- 
mer P2 k6nnte dann erst mit dem ersten Primerverlangerungs- 
produkt anstatt mit der komplementaren Nukleinsaure S' hybri- 
disieren. 

25 

Die obere Abbildung der Fig. 3 zeigt aus der Verlangerung der 
ersten PI und der zweiten Primer P2 entstandene zweite Pri- 
merverlangerungsprodukte . Mit deren 5 ■ -Enden hybridisiert je- 
weils ein dritter P3 und ein mit einer Markierungssubstanz 

30 bzw. einem Marker versehener vierter Primer P4 . Durch eine 
PCR entsteht eine grofie Anzahl dritter Primerverlangerungs- 
produkte der dritten P3 und vierten Primer P4 . Das ist in der 
unteren Abbildung der Fig. 3 schematisch dargestellt. Bei der 
PCR wird der Zwischenabschnitt z bzw. ein dazu komplementarer 

35 Zwischenabschnitt z' vervielf altigt . 
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In Fig. 4 ist das Hybridisieren eines zum Zwischenabschnitt z 
komplementaren Zwischenabschnitts z' mit einer dazu komple- 
mentaren Sequenz einer an einer Elektrode E immobilisierten 
5 Sonde So dargestellt. Durch das Hybridisieren wird der Marker 
M so in die Nahe der Elektrode E gebracht, dass er dort durch 
eine Anderung einer elektrischen Eigenschaft nachgewiesen 
werden kann. Bei dem Marker M kann es sich um eine redoxakti- 
ve Substanz, wie beispielsweise Osmiumtetroxyd, handeln, wel- 
10 che an der Elektrode reduziert bzw. oxidiert werden kann. Das 
uber die Elektrode E messbare Redoxsignal des Markers M zeigt 
somit das ursprungliche Vorhandensein der Nukleinsaure S an. 
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Paterxtanspruche 

1. Verfahren zum parallelen Nachweis unterschiedlicher Nu- 
kleinsauren S mit folgenden Schritten: 

5 

a) Bereitstellen je eines zusammen mit einer der Nuklein- 
sauren S zur Durchfuhrung einer PCR geeigneten ersten Primer- 
paars mit einem ersten (PI) und einem zweiten Primer (P2), 

10 wobei der erste Primer (PI) einen 5 ' -endstandigen ersten 

Teilabschnitt (tl) sowie einen 3 1 -endstandigen zweiten Teil- 
abschnitt (t2) und der zweite Primer (P2) einen 5 1 -endstandi- 
gen dritten Teilabschitt (t3) und einen 3 1 -endstandigen vier- 
ten Teilabschnitt (t4) aufweist, 

15 

wobei die Sequenzen des zweiten (t2) und des vierten Teilab- 
schnitts (t4) so ausgewahlt sind, dass der zweite Teilab- 
schnitt (t2) mit einem vorgegebenen ersten Abschnitt der ei- 
nen Nukleinsaure S unter definierten ersten Bedingungen und 
2 0 der vierte Teilabschnitt (t4) mit einem vorgegebenen zweiten 
Abschnitt einer zu der einen Nukleinsaure S komplementaren 
Nukleinsaure S' unter definierten zweiten Bedingungen spezi- 
fisch hybridisieren und enzymatisch verlangert werden kann 
und 

25 

wobei jeweils ein den ersten (tl) mit dem zweiten Teilab- 
schnitt (t2) verbindender fur den zweiten Teilabschnitt (t2) 
spezifischer Zwischenabschnitt z Oder ein den dritten (t3) 
mit dem vierten Teilabschnitt (t4) verbindender fur den vier- 
30 ten Teilabschnitt (t4) spezifischer Zwischenabschnitt z vor- 
gesehen ist, 

wobei die ersten (PI) oder zweiten Primer (P2) der ersten 
Primerpaare sich jeweils im Zwischenabschnitt z und im sich 
35 daran anschliefiend angeordneten zweiten (t2) oder vierten 
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Teilabschnitt (t4) unter scheiden, wobei jeder der zweiten 
(t2) oder vierten Teilabschnitte (t4) spezifisch fur genau 
eine der Nukleinsauren S ist, 

b) Inkontaktbringen der unterschiedlichen Nukleinsauren S 
oder der dazu komplementaren Nukleinsauren S' mit den ersten 
Primerpaaren in einer Losung und Durchfuhren einer ersten 
Primerverlangerungsreaktion, bei welcher die ersten Primer 
(PI) unter den ersten Bedingungen oder die zweiten Primer 
(P2) unter den zweiten Bedingungen zumindest einmal minde- 
stens so weit verlangert werden, dass die jeweils anderen 
Primer (P2 , PI) der ersten Primerpaare unter den fur deren 
spezifisches Hybridisieren erf orderlichen ersten oder zweiten 
Bedingungen an jeweils ein dabei gebildetes erstes Primerver- 
langerungsprodukt spezifisch binden konnen, 

c) Durchfuhren einer zweiten Primerverlangerungsreaktion, 
bei welcher die ersten Primerverlangerungsprodukte jeweils 
als Matrize dienen und die jeweiligen zweiten (P2) oder er- 
sten Primer (PI) unter den fur deren spezifisches Hybridisie- 
ren mit den jeweiligen ersten Primerverlangerungsprodukten 
erf orderlichen ersten oder zweiten Bedingungen unter Bildung 
je eines zweiten Primerverlangerungsprodukts verlangert wer- 
den, 

d) Bereitstellen je eines zusammen mit den jeweiligen zwei- 
ten Primerverlangerungsprodukten zur Durchfuhrung einer PCR 
geeigneten zweiten Primerpaars mit je einem dritten (P3) und 
einem vierten Primer (P4), 

wobei die Sequenzen des dritten (P3) und vierten Primers (P4) 
jeweils so gewahlt sind, dass der dritte Primer (P3) jeweils 
mit einer zum ersten Teilabschnitt (tl) komplementaren Se- 
quenz und der vierte Primer (P4) jeweils mit einer zum drit- 
ten Teilabschnitt (t3) komplementaren Sequenz unter definier- 
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ten dritten Bedingungen spezifisch hybridisieren und enzyma- 
tisch verlangert werden kann, 



e) Inkontaktbringen der zweiten Primerverlangerungsprodukte 
5 mit den jeweiligen zweiten Primerpaaren und Durchfiihren einer 

PCR, wobei unter Bildung dritter Primerverlangerungsprodukte 
jeweils der Zwischenabschnitt z oder ein dazu komplementarer 
Zwischenabschnitt z' amplif iziert wird, 

f) Bereitstellen je einer immobilisierten Sonde (So) fur 
jede nachzuweisende Nukleinsaure S, wobei die Sonde (So) je- 
weils mit einem der Zwischenabschnitte z oder einem der dazu 
komplementaren Zwischenabschnitte z' unter definierten vier- 
ten Bedingungen spezifisch hybridisieren kann, 

g) Inkontaktbringen der Sonden (So) mit den dritten Primer - 
verlangerungsprodukten unter den vierten Bedingungen, 

h) Nachweis der an den Sonden (So) bindenden oder gebunde- 
20 nen dritten Primerverlangerungsprodukte. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die erste und zweite 
Primerverlangerungsreaktion als PCR durchgefuhrt werden. 

25 3. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die erste und/oder zweite Primerverlangerungsreaktion 
und/ oder PCR unter HeiSstartbedingungen durchgefuhrt wird. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
30 die erste Primerverlangerungsreaktion unter den ersten Bedin- 
gungen und/oder zweite Primerverlangerungsreaktion unter den 
zweiten Bedingungen hochstens 10 mal, vorzugsweise hochstens 
5 mal, insbesondere hochstens 2 mal, durchgefuhrt wird. 

35 5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
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die Sequenzen des ersten (tl) und dritten Teilabschnitts (t3) 
so gewahlt sind, dass die dritten Bedingungen so stringent 
sein konnen, dass der zweite Teilabschnitt (t2) mit dem er- 
sten Abschnitt der einen Nukleinsaure S und der vierte Teil- 
5 abschnitt (t4) mit dem zweiten Abschnitt der zu der einen Nu- 
kleinsaure S komplementaren Nukleinsaure S' unter den dritten 
Bedingungen im Wesentlichen nicht hybridisiert . 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
10 die Sequenzen und Konzentrationen des ersten (PI) , zweiten 

(P2), dritten (P3) und vierten Primers (P4) so gewahlt sind, 
dass die spezifische Anneal ingtemperatur des mit der zum er- 
sten Teilabschnitt (tl) komplementaren Sequenz hybridisieren- 
den dritten Primers (P3) und des mit der zum dritten Teilab- 

15 schnitt (t3) komplementaren Sequenz hybridisierenden vierten 
Primers (P4) jeweils zumindest urn 5 °C hoher ist als die je- 
weils hohere Anneal ingtemperatur des mit dem ersten Abschnitt 
der einen Nukleinsaure S hybridisierenden zweiten Teilab- 
schnitts (t2) und des mit dem zweiten Abschnitt der komple- 

20 mentaren Nukleinsaure S' hybridisierenden vierten Teilab- 
schnitts (t4) . 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
Schritt lit. e in der Losung durchgefuhrt wird. 

25 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
zumindest die Schritte lit. a bis lit. e, insbesondere die 
Schritte lit. a bis lit. h in einem verschlossenen GefaS 
durchgefiihrt werden, welches zwischen den Schritten nicht ge- 

30 offnet wird. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Konzentration des den Zwischenabschnitt z enthaltenden 
ersten oder zweiten Primers (Pi, P2) in der Losung so niedrig 

35 gewahlt wird, dass durch diesen Primer (PI, P2) ein Hybridi- 
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sieren der Sonde (So) mit dem jeweiligen Zwischenabschnitt z 
Oder dem dazu komplementaren Zwischenabschnitt z' der dritten 
Primerverlangerungsprodukte beim Schritt lit. g nicht wesent- 
lich inhibiert wird. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Konzentration des jeweils ersten Primerpaars in der L6- 
sung auf 0,001 bis 0,1 /xmol/1 eingestellt wird. 

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
das Vernal tnis der Konzentrationen von jeweils erstem Primer- 
paar zu jeweils zweitem Primerpaar kleiner als 1:10, vorzugs- 
weise kleiner als 1:100, besonders vorzugsweise kleiner als 
1:1000, ist. 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die zweiten Primerpaare der LSsung vor der ersten Primerver- 
langerungsreaktion zugesetzt werden. 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
beim Schritt lit. e jeweils der dritte (p3) oder der vierte 
Primer (P4) haufiger verlangert wird als der jeweils andere 
Primer (P4, P3) der jeweiligen zweiten Primerpaare. 

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
in dem beim Schritt lit. d bereitgestellten zweiten Primer- 
paar der dritte (P3) oder vierte Primer (P4) gegeniiber dem 
jeweils anderen darin enthaltenen Primer (P4, P3) im Uber- 
schuss vorliegt. 

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
der LSsung eine Mehrzahl erster Primerpaare zugesetzt wird, 
deren erste Primer (Pi) einen jeweils identischen oder nahezu 
identischen ersten Teilabschnitt (tl) und/oder deren zweite 
Primer (P2) einen jeweils identischen oder nahezu identischen 
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dritten Teilabschnitt (t3) aufweisen und deren zweiter (t2) 
Oder vierter Teilabschnitt (t4) jeweils spezifisch fur genau 
eine der Nukleinsauren S ist. 

16. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Sequenzen der ersten (Pi), zweiten (P2) , dritten (P3) und 
vierten Primer (P4) so gewahlt sind, dass sie bei dem Verfah- 
ren keine Primer-Dimere bilden und/oder nicht mit sich selbst 
oder untereinander hybridisieren . 

17. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Sequenzen der Zwischenabschnitte z so gewahlt sind, dass 
sie weder selbst noch die dazu komplementaren Zwischenab- 
schnitte z* bei dem Verfahren mit sich selbst oder mit den 
ersten (tl) , zweiten (t2), dritten (t3) oder vierten Teilab- 
schnitten (t4) oder deren komplementaren Sequenzen hybridi- 
sieren. 

18. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Sequenzen der Zwischenabschnitte z so gewahlt sind, dass 
Hybride der Zwischenabschnitte z mit dazu jeweils vollkommen 
komplementaren Nukleinsauren eine im wesentlichen identische, 
insbesondere in einem Tempera turbereich von 5 °C liegende, 
Schmelz tempera tur aufweisen wxirden. 

19. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
zum spezifischen Nachweis der einen Nukleinsaure S in Gegen- 
wart einer sich von der einen Nukleinsaure S nur in einer in 
der einen Nukleinsaure S enthaltenen ersten Base unterschei- 
denden weiteren Nukleinsaure die Sequenzen der ersten (PI) 
oder zweiten Primer (P2) so gewahlt sind, dass sich die je- 
weilige Base des zweiten (t2) oder vierten Teilabschnitts 
(t4), die zu der ersten Base oder einer dazu komplementaren 
zweiten Base einer komplementaren Nukleinsaure S' komplemen- 
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tar ist, am 3 ■ -Ende oder in der Nahe des 3 ' -Endes des jeweils 
ersten (PI) oder zweiten Primers (P2) befindet. 

20. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
5 die zweiten (t2) oder vierten Teilabschnitte (t4) eine Base 
enthalten, welche nicht zu einer ihr in der Position entspre- 
chenden dritten Base im ersten Abschnitt der einen Nuklein- 
saure S oder im zweiten Abschnitt der Nukleinsaure S 1 komple- 
mentar ist. 



21. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die jeweiligen Sequenzen der ersten (Pi) , zweiten (P2) , drit- 
ten (P3) und vierten Primer (P4) und der Sonde (So) so ge- 
wahlt sind, dass jeweils die ersten, jeweils die zweiten, je- 

15 weils die dritten und/oder jeweils die vierten Bedingungen 

fur den Nachweis der unterschiedlichen Nukleinsauren S iden- 
tisch sind. 

22. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
20 die Sonde (So) jeweils an einer Elektrode (E) oder in deren 

unmittelbarer Nahe immobilisiert sind. 

23. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
der Nachweis beim Schritt lit. h durch Erfassen einer Ande- 

25 rung einer f luoreszenzoptischen Eigenschaft oder einer durch 
das Hybridisieren bedingten Anderung einer elektrischen Ei- 
genschaft an der Elektrode (E) erfolgt. 

24. Verfahren nach Anspruch 23, wobei als Anderung der elek- 
30 trischen Eigenschaft eine Anderung einer Redox-Eigenschaf t , 

insbesondere bei der Oxidation von Guanin- oder Adenin-Resten 
der dritten Primerverlangerungsprodukte, einer Impedanz oder 
einer Leitf ahigkeit liber die Elektrode (E) gemessen wird. 
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25. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
der dritte (P3) und/oder der vierte Primer (P4) einen, insbe- 
sondere f luoreszenzoptisch Oder mittels der Elektrode (E) 
elektrisch oder elektrochemisch nachweisbaren, vorzugsweise 

5 redoxaktiven, Marker aufweist. 

26. Verfahren nach Anspruch 25, wobei der Marker ein spezi- 
fisches Af f initatsmolekul, einen Osmium-Komplex, ein Nano- 
gold-Partikel, eine Cystein-, Ferrocenyl-, Daunomyzin-, Ben- 
zochinon-, Naphthochinon- , Anthrachinon- oder p-Aminophenol- 
Gruppe, einen Farbstoff, insbesondere Indophenol, Thiazin 
oder Phenazin, oder einen Floureszenf arbstof f , insbesondere 
6-FAM, HEX, TET, Cy3 , Cy5 , IRDye™700, IRDye™800, Biodipy, 
Flourescein, Joe, Rox, TAMRA oder Texas Red, aufweist. 

27. Verfahren nach Anspruch 25 oder 26, wobei der Marker ein 
Aff initatsmolekul ist und dessen Nachweis mittels eines das 
Aff initatsmolekul spezifisch bindenden Gegenmolekuls erfolgt, 
wobei das Gegenmolekul mit einem Enzym konjugiert ist, wel- 
ches ein Substrat so umsetzen kann, dass das Reaktionsprodukt 
elektrochemisch oder optisch spezifisch nachgewiesen werden 
kann . 

28. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
25 eine Vielzahl unterschiedlicher zu den Zwischenabschnitten z 

oder den dazu komplementaren Zwischenabschnitten z 1 komple- 
mentarer Sonden (So) verwendet wird, von denen jede an oder 
in unmittelbarer Nahe einer separaten Elektrode (E) gebunden 
ist . 

30 

29. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
eine Vielzahl einzeln kontaktierter oder kontaktierbarer auf 
einer Oberflache, insbesondere einem Elektrodenchip, angeord- 
neter Elektroden (E) verwendet wird. 
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30. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
eine RNA indirekt nachgewiesen wird, indem sie in eine DNA 
umgeschrieben und die DNA dann als Nukleinsaure S nachgewie- 
sen wird. 

31. Kit zur Durchfuhrung eines Verfahrens nach einem der 
vorhergehenden Anspruche zum parallelen Nachweis einer Mehr- 
zahl unterschiedlicher Nukleinsauren S enthaltend: 

a) fur jede nachzuweisende Nukleinsaure S je ein zusammen 
mit der Nukleinsaure S zur Durchfuhrung einer PCR geeignetes 
erstes Primerpaar mit einem ersten (PI) und einem zweiten 
Primer ( P2 ) , 

wobei der erste Primer (PI) einen 5 ■ -endstandigen ersten 
Teilabschnitt (tl) sowie einen 3 ' -endstandigen zweiten Teil- 
abschnitt (t2) und der zweite Primer (P2) einen 5 ' -endstandi- 
gen dritten Teilabschitt (t3) und einen 3 ■ -endstandigen vier- 
ten Teilabschnitt (t4) aufweist, 

wobei die Sequenzen des zweiten (t2) und des vierten Teilab- 
schnitts (t4) so ausgewahlt sind, dass der zweite Teilab- 
schnitt (t2) mit einem vorgegebenen ersten Abschnitt der je- 
weils nachzuweisenden Nukleinsaure S unter definierten ersten 
Bedingungen und der vierte Teilabschnitt (t4) mit einem vor- 
gegebenen zweiten Abschnitt einer zu der jeweils nachzuwei- 
senden Nukleinsaure S komplementaren Nukleinsaure S' unter 
definierten zweiten Bedingungen spezifisch hybridisieren kann 
und 

wobei ein den ersten (tl) mit dem zweiten Teilabschnitt (t2) 
verbindender fur den zweiten Teilabschnitt (t2) spezifischer 
Zwischenabschnitt z oder ein den dritten (t3) mit dem vierten 
Teilabschnitt (t4) verbindender fur den vierten Teilabschnitt 
(t4) spezifischer Zwischenabschnitt z vorgesehen ist und 
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b) fur jede nachzuweisende Nukleinsaure S je ein zweites 
Primerpaar mit einem dritten (P3) und einem vierten Primer 
(P4), welches zusammen mit einem bei Anwesenheit der jeweils 
nachzuweisenden Nukleinsaure S mittels des ersten (Pi) und 
zweiten Primers (P2) erzeugbaren Primerverlangerungsprodukt 
zur Durchftihrung einer PCR geeignet ist und 

wobei die Sequenzen des dritten (P3) und vierten Primers (P4) 
so gewahlt sind, dass der dritte Primer (P3) mit einer zum 
ersten Teilabschnitt (tl) des ersten Primers komplementaren 
Sequenz und der vierte Primer (P4) mit einer zum dritten 
Teilabschnitt (t3) des zweiten Primers komplementaren Sequenz 
unter definierten dritten Bedingungen spezifisch hybridisie- 
ren kann. 

32. Kit nach Anspruch 31, wobei darin fur jede nachzuweisen- 
de Nukleinsaure S je eine Sonde (So) enthalten ist, welche 
Deweils mit dem Zwischenabschnitt z oder dem dazu komplemen- 
taren Zwischenabschnitt z' unter definierten vierten Bedin- 
gungen spezifisch hybridisieren kann. 

33. Kit nach Anspruch 32, wobei die Sonden (So) immobili- 
siert sind. 

34. Kit nach einem der Anspruche 31 bis 33, wobei die ersten 
Teilabschnitte (tl) der in dem Kit enthaltenen ersten Primer 
(PI) gleich sind und/oder die dritten Teilabschnitte (t3) der 
in dem Kit enthaltenen zweiten Primer (P2) gleich sind. 

35. Kit nach einem der Anspruch 31 bis 34, wobei die Sequen- 
zen der Zwischenabschnitte z so gewahlt sind, dass die vier- 
ten Bedingungen fur alle Zwischenabschnitte z oder die dazu 
komplementaren Zwischenabschnitte z> identisch sind. 
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36. Kit nach einem der Ansprttche 31 bis 35, wobei eine An- 
ordnung von Elektroden (E) enthalten ist, wobei an oder in 
unmittelbarer Nahe jeder Elektrode (E) der Anordnung jeweils 
eine Sonde (So) immobilisiert ist. 

37. Kit nach Anspruch 36, wobei die Anordnung von Elektroden 
(E) ein Elektrodenchip ist. 

38. Kit nach einem der Anspriiche 31 bis 37, wobei statt des 
ersten Primerpaars Angaben der Seguenzen des ersten Teilab- 
schnitts (tl), des dritten Teilabschnitts (t3) und des Zwi- 
schenabschnitts z oder der dazu jeweils komplementaren Se- 
guenzen enthalten sind. 
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